Clostridium difficile の毒性産生に及ぼすStreptococcus faecalisの増強作用 by 本家 一也
712 金沢大学十全医学会椎誌 第92巻 第5号 712m720(198:う)
Clo stridiu m difficile の 毒素産生 に及 ぼす
Strepto c o c c u sfa e c alis の 増強作用
金沢大学l矢学部小 児科草教儀 ( 圭 什: 谷Il 上Il教授)
本 家 也
(昭和58勺こ1(り=4‖受付)
cIo stridiu m diffic le の 毒素産生 に 及 ぼ す-→投腸内菌, 特 に Str epto c o c c u sfa e c alis の 共存 の 影 響
を しら ぺ た . 透析膜 を隔 てて C. difficile と被検菌 を培養す る透析培養 を br ain hea rtinfu sio nbroth を用
い て 行い , 産生され る C. difficile の 毒素の 活性 を細胞毒性試験 に よ り検定 した･ 好気条件 に お ける S
tr
･
fa e c alis との 透析培養で C.difficile の 毒素産 生 は著 しく促進さ れ た が , 他の 被検菌 との 透析培養 で は, そ
の よう な現 象はみ ら れな か っ た . 次 に , Str.fa e c alis培養上 清 (1
～ 3 日間培養) をbr ainhe artinfu sio n
br｡th に 4 : 6の 割合に 加 えて C. difficile を培養し, 毒素産生 に 及 ぼす 影響 を検討 した･ Str･ fa e c alis の
培養上 清の pH, 酸化還 元電位, he x o se量は培薫3 日間を通 じ てほ ぼ 同じ で あ っ た が,
3 日間培養上浦 を
加え たと き に の み , C. difficile の 毒素産生 は対照に比 し有意 に 高ま っ た ･ しか し･ Str ･fa e c alis 培養上 清
を加えた と きの C. difficile の 増殖 は抑制さ れ た. ま た,Str･fa e c alis 3 日間培養上清の P M lO(A M I C O N)
ろ過分画 (<M . W . 10,000) を加 えた とき に も毒素産生 は対照 に比 し有意に 高 ま っ た ･
以 上 の 結果よ り, Str.fa e c alis の 培養上清中に C･ difficile の 毒素産生能 を増強させ る因子 が存在 し, 透
析性の 低分子物質で あ る可能性が示 唆さ れ た.
Key w o rds Clo stridiu m difficile, Toxin produ ctio n, Str epto c o c cusfa e c alis,
Intestin albacteria .
Clo stridiu m difficile が抗生剤投与に よ る偽膜性大
腸庚(Pse udo m e mbra n o u s c olitis以 下 P M C と略)の
主な原因蘭で あり, C.diffic le の産生 す る細胞障害性
毒素に より本疾患が引き起 こ され る こ と は, 今日,
一
般 に 認め られ てい る1ト 4). 又 , 抗生剤投与に よる P M C
以外の 下痢症 に お い て も , そ の 糞便中 に C. difficile の
毒素が , か な りの 頻度で検出さ れ る と の報告
2)5)や, 新
生児の壊死性腸炎の 20例中5例 に C. difficile の 毒素
が検出され た との 報告6)が み ら れ るよ う に な り, P M C
以外の これ ら腸炎に お い て も, C.difficile の 関与が 問
題 とな っ てき てい る.
C. difficile は抗生剤投与 に よ る腸炎患者の 糞便中
に 限らず健康人 , と く に 新生児及 び乳児の 糞便か ら高
頻度に 分離され る7)8). そ して, こ れ ら健康人 か ら分離




の 常在菌と も い える C. diffic le を原 因菌 と す る腸炎
の 発 症 に 関 して , 種々 の 要因が 考え られ て い る が, 抗
生 剤投与 に よ る 腸 内正 常細菌叢の 崩壊も, その山一 つ に
挙げ ら れ て い る9). P M Cで は通常糞便中 か ら 多数の C･
difficile が分離さ れ, 多量 の 毒素も検出され る が, 健康
人 糞便か ら毒素産生能の 強い C. diffic le が 多数分離
され て も , 毒素は検出され な い
8)
.
こ の こ と か ら, 腸管
内に お け る C. difficile の 増殖だ け で な く , 毒素産生 に
対し て も, 一 般 腸内菌が どの よう に か か わ っ て い る か
を明 ら か に す る こ と が重 要と思 われ る .
′【一 方, P M C 発 症頻度の 高 い リ ン コ マ イ シ ン 投与時,
腸内 に Str epto c o c c usfa e c alis が異 常増殖す る こ とか
ら, Str. fa e c alis と P M C を含め た本薬剤に よる 腸管
系副作用 と の 関連が 注 目さ れて い た
IO)
.
そ こ で, 著者 は本研究で , C. difficile の 毒素産生 に
及 ぼ す･血 般腸内菌の 作用 を Str. fa e c alis を中心 にin
vitr o で 検討し た.
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C. difficile の 毒素産生に 及 ぼす S. fa ec alis の 増強作用
材料お よ び方法
1 . 被 検菌株
試供菌株 に は 金沢 大学医学部微生物学教室 (西田尚
紀教授) よ り分与を受 けた C. difficile A T C C 17859
を使用 し た.
その 他の 菌株は健康人糞便よ り 分離 した 以下 の も の
を使用 し た.
Str epto c o c c u sfa e c alis 3 株, Strepto c o c c u s
fa e ciu m l 株, Klebsiella pn e u m o nia e2株, Kleb-
sie11a o xyto c al株, Escherichia c oli 3株, Ente r o-
ba cte r clo a c a el株, La ctoba cilla ce a e2株 , B ifido･
ba cte rium 2株, Ba cte r oida c e a e2株.
これ ら細菌の 同定 は常法に よ り行っ た .
2 . 使用培地
増殖培地及 び毒素産 生 培地 と して Br ain Hea rt In-
fusio n( B B L)(以 下 B H I と略) br oth を用い た .
3 . C. difficile の 毒素産生 に 及 ぼ す細菌 の 作用 の
検討
透析膜 を隔 て て C. difficile と他の 細菌 を培養し, C.
difficile の 塵 生毒素個を測 定す る こ と で検討 した .
透析膜 に は, V isking s e a mIe ss cellulo setubing
(por e siz e15 Å) を使用 した. 透析培養装置 は, 伊
藤ら 川 の 用 い た も の を 一 部修正 し , 図 1 に示 す装置 を
作り使用 し た. 即 ち, 透析膜の 内側及 び 外側 に B E I
br oth をそれ ぞ れ12 ml, 26ml 入 れ12l
O
C, 15 分間蒸
気滅菌後, 流水で 急速冷却 し, C. diffic le と被検薗の
-一 夜培養液 を0. 1 mlずつ , それ ぞれ 内液相と外液相に
接種し, 4 日間, 370Cで 何ら嫌気的操作を加 える こ と
なく静置培養 した. 又 , 水素置換法 に よ る嫌気培養を
併せ て行 っ た . 培養後, 内液相, 即 ち C.difficile の 培
Fig･1. Sche m a of Dialysis Co -CultureSystem used




Cで , 10,000回転, 5分 間遠心 し, その 上 清
を por e siz eO.4 5FL m の m e rnbr a n efilter (M illipore)
で ろ 過 滅菌し培養上清を作製し た. これ を 毒素液と し
後述の 方法で 毒素価を測定し た.
対照 と し て は, 両液相に C. difficile を培 養した時 の
内液相よ り得 られ た毒素液を用 い た .
4 . C. difficile の 毒素産生 に 及 ぼ す各種細菌 の 培
養上 浦の 作用 の 検討
BHI br oth に 各種細 菌の 培養 上 清 を加 え て C.
difficile を培養 し, そ の 産生 毒素価 を測定 した. 即 ち,
被検細菌の 一 夜培養液を B H I br oth 30ml中に 0.1
ml接種 し, 37
d
Cで 血 走期間培養した後, 10,000回転,
5分間遠心 し, pO reSizeOA5FLm の m embra n efilter
(millipo re)で ろ過滅菌し, 細 菌の 培養上 清を作 っ た.
その 培養上 清を B H I br otb と種々 の 割合 で 混合 し, 全
体 で 10 mlの 培養液を作 り, 100
0
C, 10分間煮沸後, 流
水 で 急速冷却し, そ の 中に C. difficile の 一 夜培養液を
白金耳 を用 い て 1/300ml接種 し, 37
0
Cで 4 日間, 嫌気
的操作 を加 えず静置培養し た. こ の C. difficile の 培 養
液 を4
0
Cで , 10,000 回転, 5 分間遠心 し, その 上 清を
po r e size O.45FL m の m e ml〕ra n efilter(M illipo re)
で ろ過滅菌し, これ を毒素液と し後述の方法で毒素価
を測定した
.
な お , 各種細菌の 培養上清に 代 え, B HI
broth 及 び蒸留水 を加 えて C. difficile を培養 し た と
き に得 られ た毒素液 を対照 とし た.
5 . 細菌培養上 清の 低分 子 画物の 作製
DIA F L Oultrafiltratio n m e mbra n e(A M I C O N )
の Y M lO とultrafiltr atio n c ell(A M I C O N) を用 い
た限外ろ過 に よ り細菌培養上清の 分 子 量 10,000 以 下
の 分 画液 を作 っ た .
6 . 細菌培養上清の pH, 酸化還元 電位(以 下 E hと
略), he x o se含有量 の 測 定
pH, Eh はpH m eter( 日立) と ORP複合電極 (堀
場)を使 っ て 測定し た. he x o se含有量 は シ ス テイ ン 硫
酸 法1 2)に よ り測 定し た.
7 . C. difficile の 増殖と毒素産 生 に及 ぼ す 細菌培
養上溝の 作用 の 検討
本節4 に あ る 方法 で B Hl br oth に細菌培養上清 を
加 えて C.difficile を培養 し, 1Ej毎に 4 日 間, 生育度
と培養上宿の 毒素価 を測定し た. 生育度は, 島津製光
電比色計を用 い O D 560 で 測定し た. 対照 と して は,
C. difficile を B HI br oth に て培養し たと きの 生育度
と培養上浦の 毒素価 を用 い た.
8
. 毒素価 の 測 定方法
C. difficile の 塵 生する 毒素価は, 本毒素の 培嚢細胞
に 対す る cytopathic effe ct (以 下C P E と略) を利用
し て 測 定し た. 便周 した培養細胞は , 金沢大学が ん研
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究所ウイ ル ス部門 ( 波田 野 基 一 教授) よ り分与を受 け
た HeLa細 胞を用 い た . この 細胞 の 培養に は, H A M-
F12培地 (日水) に 馬血 清 ( GIB C O) 12.5%, 牛胎児
血清(GI B C O)2.5%, 硫酸ゲ ン タ マ イ シ ン(Sche ring)
100〟g/血1, 重 曹 0.2 w/v% の 割合 で 加 え た も の を用
い た . 毒素価の 測定 は, 継代培真申の EeLa 細胞 を プ
ロ ナ ー ゼ 処 理 後, 2 ×105c ells/ml に 調 整 し, mic r o
te stplate(Nu n c, Den m a rk) の各 w ellに 50JLl(1 ×
104cells/w ell)あ て分注 し, 炭酸 ガス 培養器(池本理 工)
内で, 5%炭酸ガ ス 下 , 37
0
C, 24 時間培養 した 後, C.
difficile の 産 生 し た 毒素液 の 燐酸緩衝 生 理 食塩水
(pH 7.2, 0.15 M) に よる 2倍段階稀釈液 を 25J`1ず つ
各 w ellに 添加 し, 添加後21時間の HeLa糸田胞 の C P E
の 有無を観察す る こ と で行 っ た . 判定は す べ て の 細胞
が 円形化す る と こ ろま で を陽性 と し, そ の 時の 毒素液
の 稀釈倍数 を2 を底と し た対数 に 直 し, これ を毒素価
と した .
成 績
1 . C. dificile の 毒素 産 生 に 及 ぼ す細菌の 作用
は じ め に C. difficile の 毒 素産 生 に 及 ぼ す 作用 を好
気性菌 6菌種 1i株, 嫌気性菌 6菌種 6株の 腸 内菌に つ
い て透析培養法を用 い て 検討 した . 細菌 1株に つ い て
最低2 回以 上 の 実験 を行 っ た .
好気条件 で の 透 析培養に お い て C. difficile の 産生
毒 素 価 は Str. fa e c alis と の 培 養 で 対 照3･67 ±
1.53(m e a n±S. D.) と 比べ 9,67 ±0.82 と著 し く 高
か っ た . こ の 現 象 は今 回検索 した Str.fa e c alis 3株全
て で み られ た . しか し, 他の 11菌種で は こ の よ うな現
象は み られ な か っ た . ( 図2)
-一 方, 嫌気条件 で の 透析培養に お い て は, E. c oli,K.
pn e u m o nia e, K. 0ⅩytO C a, Enter oba cte r clo ac a e,
Ba cteroida c e a eと の 培養で 毒素価は それ ぞ れ ,5.66±
1.37, 5.00±0.58, 4.50±0.58, 5.00±0･82, 6.50±
0.58 と対 照9.90± 0.99 と比 べ 低 か っ た . Str, fa ec alis
Fig. 2. To xin pr odu ctio n of C･ diffic le A T C C 17859 in the dialysis c o
- COltu re s with other o rganis m sin
a er obic c o nditio n.
(T he r es ults were e xpr e ssed a sthe m e a n s±1S, D. ofto xin titers･)
C･ difficile の 毒素産生に 及 ぼ す S. fa e c alis の 増強作用
との 培 養で は毒素価 は 10.86±0.38 と対照と ほと ん ど
差はみ られ なか っ た . (図3 )
2 . C. difficile の 毒素産生 に 及 ぼ す細 菌培 養 上 清
の 作用
次 に C. difficile の 毒素産生 に 及 ぼ す細菌培養上清
の 作用 を Str. fa e c alis の 3 日間培養上 清 を用 い て 検
討した結果 , B H I br oth に 30% ～ 4 0%の 割合 で , その
上 清を加 え たと き高 い 毒素価が得 られ た. そ こ で , 以
後40%の 割合 で Str. fae c alis の 1 日 ～ 3 日間培養上
浦, E. c oliの 1 日 ～ 3 日間培養上清, K . pn e um o nia e
の 3 日間培養上浦, お よ び Str. fa ec alis, E. c oliの 3
日 間培養上清の 分子 量 10,000以 下の 分画 液 を それ ぞ
れ加 えて検討し た.
Str. fa e c alis の 培養上 浦添加培地 に お け る C. diffi_
cile の 産 生 す る 毒素 価 は 1 日間培 養 上 清3.00±
0.82(m e a n±S. D.), 2 日間培養上浦4.25 ±0.83, 3
日間培養上清5.27±0.88で あ り, BHI br oth の 対照











difficile の 産 生 毒素価は有意(p<0.05) に 高 か っ た .
ま た, Str･ fa e c alis の 3 日間培養上清の 分子 量 10.000
以 下 の 画分液 を加 え た培地に お ける C
. difficile の 産
生毒素価も 5･25±0･50 と B HIbroth の 対照 と比 べ ,
有意に (p <0･05) に 高か っ た . その 他の細菌培養上清
添加時 に は , 毒素価は対照 と の間に 有意差は み られ な
か っ た
. (図4)
3 ･ 細菌培 養上清の pH, 臥 , hex o印 含有量
Str･ fa e c alis の 1 日 ～ 3 日間培養上清は, 全て pH
が 6･00～ 6･1 0, Eh が+ 135m V ～ + 155m V, he x o se
含有量 が 200～ 210p g/mlで あ っ た . ま た, Str. fa e_
C alis の そ れ ぞ れ の 上 清 を 混合 し た 培養液 は pH が
6･40～ 6･45, Eh が+ 135m V ～ 十145m V で あ っ た
.
4 ･ C･ difficile の 増殖 と毒 素産生 に及 ぼ す 細菌培
養上清 の 作用
C･ difficile の 増殖 と毒素産生 に 及 ぼす 細菌培養上
清の 作用 を Str. fa ec alis 及 び E, C Oliの 3 日間培養上
浦を 40%の 割合に B H I brotb に加 えて検討し た
.
こ
Fig･3･ To xin pr odu ctio n of C･ difficile AT C C17859 in the dialysis c o- C ultu r es with other o rga nis m sin
an er obic c o ndit o n.
(The r e sults were e xpre ssed a sthe m en a s±1S. D. oftoxin tite rs,)
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の 実験 は 2 回行 な い そ の 平 均 を成績 と した.
図 5に 示 す よ う に 対照 に 比 べ 両細菌培養上浦 を加 え
た場合, 増殖は 悪 か っ た が, Str. fa e calis の 培養上 清
を加 えた場合, 毒素 は早期 に 培養液中に 出現 し, 毒素
価は対照 に比 べ 高く な っ た . E. c oli で は, 培養液中 へ
の 毒素の 出現 は対照 に 比 べ 遅 く, 毒素価 も低か っ た .
考 察
本研究で は, C. difficile の 毒素産生 に 及ぼ す
一 般腸
内菌の 作用 を Str.fa e c alis を中心 に in vitr oで検討 し
た . 透析培養法は透析膜で隔て ら れ た相接す る 2液相
間で , 膜 を通 して物質移動を行わ せ な が ら微生物 を培
養す る方法1 3)で , 2種 の 微生物 の 共存的培養実験 に も
応用 さ れ てい る もの で ある . こ の 方法を利用 して , 両
種微生物 の相互関係 を調 べ る研究 が行わ れ て お り, た

















泌 する こ と
1 1)や ,
一 方 の 微生物 が他方 の 増殖 を促進す
る14)と い っ た こ と が認 め られ て い る . ニ の 透析培養に
用 い た培養液に は, C. difficile の 毒素産生培地と して
一 般 に 用 い られ て い る B H I broth15 )を使用 した . なお ,
B HI br oth に よ る C. difficile の 培養で は, 好気, 嫌
気 をとわ ず, 培養3 日間 で 上 清中の 毒素価 は最高に な
り培養 1週間ま で 持続 し て 高い . 16) この こ と か ら培養
期間を 4 日間と した . ま た, 透析膜 に は分子量 10,000




C. difficile と代表的 一 般 腸内歯 で 透析培養 を行っ
た結果, 好気条件 に お け る Str. faec alis と C.difficile
の 共存培養で の み , C.difficile の 産 生 毒素価が著しく
高く な る現象が み られ た.
そ こ で , Str. fa e c alis培養上 清中に 透析膜 を通過し
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Fig.4. To xin produ ctio n of C･ difficfle A T C C 17859 in thebr ainhe artinfu sio nbr oth c o ntainingthe
c ultu re
filtr ates of indicated ba cteria o rthe ultr afiltr ate of cultu re super n ata nt.
(T he r es ults w ere e xpr ess ed a sthe m e a n s±1S･ D･ Oftoxin tite rs･)
C. difficile の 毒素産 生に 及 ぼ す S. fa ec alis の 増強作用
するJ) ではな い か と 考え , さ ら に 実験 を行 っ た . は じ
め に C. diffic le の 毒素産生 に 及 ぼす Str. fa ec alis 増
発上浦U)作用 を経 時的 に 検討 し た と こ ろ, Str. fa e-
c alisJ ) 1F-] ～ 3 川間培 養 ヒ清の う ち, 3日間 培葉上清
を加えた とき 高 い 毒素価 が得 ら れ た. 毒素産 生 に は培
費液の pH, E h, 組成, 温度が 大き く影 響 する1
6一 が,
1 日～ 3 日間培嚢上宿の pH, E h, hex o se童 はほ と ん
ど差が な く, ま た, そ れ ら上 清を加 えた培養液の pH,
E hも ほぼ同 じで あ っ た . こ の こ とか ら , Str, fa ec alis
の培蕪上 清中に は, C. difficile の 毒素産生を促進す る
何ん ら か の 因子 が存在す る と考え られ た . 培養上 浦の
推定分子 量 が 10,00 0以■`Fの 画分で 同様 の 実験 を行っ
たと こ ろ, 3 日間培養上浦を用 い た時と 同様 に 高い 毒
素価が 得 ら れ た こ と か ら, こ の 因 子 は分 子 量 10,000 以
下の 物質で あ り, 透析培養に お い て透析膜 を通過 し C.
difficile の 毒素産生に 促進的に作用 した の で はな い か
と考え られ た.
次 に, Str. fa e c alis 培養上 暗 が どの よ う な機序 に































た結 果, Str, fa c ec alis の 培養上 清は C. difficile の 増
殖を活発 に す る こ と で 毒素産 生 を促進して い るの で は
な い こ とが判か っ た .
Gen u sClo stridiu m の 代表で ある Clo stridiu m pe r･
friTlge n Sの 場合, 毒素産 生 は菌の 増殖に は関係な く,
胞 子形 成期 に の み 起 こ る こ と が 知 られ て い る18)
.
C.
difficile の 場合も , 薗が さ か ん に 増殖 し ても 毒素産生
の 弱 い こ と が あ り16) , C. difficile も Ge nus Clo s-
tridiu m の 性質上 , や はり胞子 形 成期に 毒素 を産生 す
る も の とす れ ば, Str. fa ec alis 培養上 清は C. difficile
の 胞子形成を活発 に す る こ と で 毒素産生 を促進す る の
か も知れ な い .
C. difficile は抗生 剤投与に よる P M Cの 主な原 因菌
で あ る こと ば, 今日 一 般に 認め られ て い る1ト4)
. 本菌は
健康人 か らも分離さ れ7)8), 腸内常在菌と も い える細菌
で あ るが , 抗生剤投与 な どを き っ か けと して 腸炎を発
症 さ せ る. い わ ば, C. difficile を原因菌とす る腸炎は,













Days ofc u圧u re
Fig･5･ Gr o wth a ndto xin pr odu ctio n of C･ difficile A TC C17859in thebr ain he a rtinfu sio nbr othc o ntaining
the cultu r efiltr ate s of indic ated ba cte ria .
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こ の 腸炎 は C. dificile の 産生 す る細胞障害性毒素
に よ り引き起 こ され る と考 えら れ て い る1 g)が , 今の と
こ ろ発症 に 至 る機構は解明さ れ て い な い . しか し, 発
症 に 至 る 一 要因と して , 従来 より抗生剤投与に よ る腸
内正常細菌叢の崩壊が考え られ て い る9). す なわ ち, 抗
生剤投与 に よ っ て腸 管 に お い て 薗 交代 が生 じ, C.
difficile が異常増殖 す る こ と で 腸炎が発症 し て く る と
の 考 え方 で あ る. C. difficile の 健康保菌者で は, 多く
の場合, 糞便中の その菌数は 102/g 以 下 で あ り糞便中
に は毒素は検出され な い . そ して, 抗生剤投与 に よ る
P M Cな い し急性腸炎で は, そ の 菌数 は 106/g以 上 と
な っ て お り, 多量の 毒素が 検出さ れ る2 0). また , Bartl･
1et ら2)は PM C患者で糞便中の C. difficile の 数 と 毒
素量を調 べ , 両者の間に は正 の 相関が み られ る と報告
して い る
.
こ れ ら の こ と は, 腸炎発症 に 腸管内に お け
る C. diffic le の 異常増殖が深 く関与 し て い る こ と を
示 す もの で あ るが ,
一 方, 健康人 に お い て, その糞便
中に 多数 の 毒素産生能 の 強 い C. diffic le が 分離 され
て も毒素は検出され な い と の 報 告8)が あ る. ま た, in
vitr oで は, C. difficile の増殖 と毒素産生 に は相関は
み られ な い 1 6). これ らの こ と は, C. pe rfringe n sの 場
合に も, み られ る現象 で あ る21ト 2 3)が , 腸炎発症 に は腸
管に お い て C. difficile が単 に 増殖 す る だ けで な く, 毒
素を活発 に 産生す る こ とが 重要と思 われ る.
腸管内に お い て n o r m al flo r aと して の 腸内薗が C.
difficile の 増殖ある い は毒素産生に ど の よ う に か か
わ っ て い るか に つ い て は明 ら か で はな い . Rolfe ら2 4)
は C. difficile に 対す る 一 般腸内菌の増殖阻止作用 を
in vLitro で調 べ ,Str.fa e c alis に そ の作用が 最も 強か っ
た と報告 して い る. しか し, Lu sk ら2 5)に よ れ ば, ハ ム
ス タ ー に ク リ ン ダ マ イ シ ン を投与 して C. diffic le に
よる腸炎 を発症さ せる 実験 で は, 盲腸内 に お い て ク リ
ン ダマ イ シ ン 投与前に 比 べ 投与後 C. difficile の 増加
と とも に Str. fa e c alis が有意に 増加 して い る とい う .
この こ と か ら, in viv o に お い て は Str. fa e c alis が C.
difficile の増殖 を抑制 して い る と は考 え に く く , 腸炎
発症 に 何ん らか の か た ち で 促進的 に 関与 して い る こ と
が 考え られ る.
今 回 のin vitr oの 実験 で は , Str. fa e c alis は C.
diffic le の毒素産生 を促進す る と の 結果が得 られ , こ
れ を Lu sk らの ハ ム ス タ ー の 実験 に あ て は め れ ば,
Str. fa e c alis は腸管内に お い て C. difficile の 毒素産
生に 促進的 に 働き, 腸炎の 発症 をう な が して い る の で
は な い か と考 えられ た.
抗生剤投与 に よ る腸内細菌草の 変動 を調 べ た 多く の
報告が ある が , Str. fa e cal is は 種々 の 抗生剤投与 に
よっ ても , ほと ん ど減少す る こ とが なく2 6ト2 8), む しろ
P M Cの 発症頻度の 高 い ク リ ン ダ マ イ シ ン投与時に は
増加 す る29). 又 , リ ン コ マ イ シ ン投与に よ り腸管系副作
用 の み られ た患者で は Str. fa e c alis の 著 し い 増加が
み られ る と の 報告や1 0), ク リ ン ダ マ イ シ ン 投与 によ り
P M C を発症 し た患者で は健康人 に 比 べ Str. fa ec alis
が増加 して い る との 報告3 0)が あ る .
以 上 の こ と か ら, ヒ ト に お ける C. difficile を原因菌
と す る腸炎 に お い て, Str.fa e c alis は C.difficile の 毒
素産生 を促進す る こ と で, その 腸炎発症に 重 要な役割
り をは た して い る可能性が考 えられ る.
従来よ り , 腸内正 常細菌草が C. difficile の 増殖を抑
えて い ると 考え られ て い る が9), W ils o nら31)は , この
こ と を ハ ム ス タ
ー をモ デル に 僚い 証明 を試み た. その
中で , 正常盲腸内容物 を投与す る こ と で C. difficile に
ょ る腸炎の 発症が お さ え られ るが , こ の 作用 は妖気性
グラ ム 陰性菌 に よる も の で はな い か と述 べ て い る . ク
リ ン ダマ イ シ ン 投与に よ る ハ ム ス タ ー 腸炎 で , Ba cte･
r oide sが盲腸内 に お い て 減少 し て お り2 5), この 仮定は
十分 に 考 えら れ る こ と で あ る.
本研究の 一 部 で は, 嫌気性薗 の う ち Ba cte r oida ce a e
に C. difficile の 毒素産生 を抑制す る現象が み られ, 今
後, C. difficile の 増殖及び毒素産生 に 及 ぼす Ba cte･
r oida c e a eの影 響 に 関し て も, さ ら に 検 討 して い く必
要が あ る.
結 論
C. difficile の 毒素産 生 に及 ぼ す 一 般腸 内菌 の 影響
をStr. fa e c alis を中心 に 12 菌穫 17株 に つ い て検討
した.
① C. difficile の 毒 素産生 は好気条件 に お ける
Str. fa e c alis と の 透 析培養 に お い て著 しく 促進さ れ
た.
② Str. fa e c alis の 培養上 浦に も C. diffic le の 毒
素産生 を促進 させ る 作用 が認め ら れ た. しか し, こ の
作用 は C. diffic le の 増殖 を促進す る こ と に よ る もの
で は な か っ た
.
③ Str. fa e c alis 培養上 清の 分子 量 10,000 以下の
分画に C. difficile の 毒素塵 生 を促進 す る作用 が認め
られ た .
以 上 の 結果 よ り, Str. fa e c alis の 培養上 清中に C･
difficile の 毒素産 生能 を増強させ る因子 が 存在し, 透
析性 の 低分子物質 で あ る可 能性が示 唆 さ れ た.
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Abstract
T he present study w a sperform ed to ex a min et he effects o
fintestin al ba cte ria o nthe to xin
produ ctio n of Clo stridiu m d岬 Cile. T he latte r w a s c ultiv ated in a br ain he a rt infu sio n(
br othwitho ne of1 2 intestin al ba cte ria, a nds epa rated by a se mi
-
Pe r m e able m e mbr a n efr o m o ne
a n othe r. C dm cile was in o c ulated in side the tube, W hile e a ch ba cte riu m w as o utside･ Afte r4
days of cultu r e, tO Xin c o nte nt in the c ultu r e s upe r n ata nts of C. d聯 Cile w astitratedby m e a n s of
its cytopat hic effe ct o n cultu r ed HeLa c ells･ A m o ng 1 2 ba cte ria t
ested, O nly Strepto c o c c u s
Jbec alis singific a ntly e nha n c ed t he toxin pr odu ctio n of C･ d 抑 Cile, Which o ccu rr ed in a e r obic
cultu re
,
n Ot in a ner obic states･ W he n c ultu r ed in the mix ed m edia of6 0% fre sh B H Ia nd 4 0%
supe r n a nt fr o mthe 3-day cultur e ofS. Jbe c alis,ite nha n c ed the to xin pr odu ctio n of C･ d押 Cile･
Y M l O(A M I C O N)ultr afiltr ate(ap pr o xim ately < M.W . 10,00)ofthe 3･day c ulture s upernatant
ofS. jbecalis als o e nhan c ed the toxin produ ctio n, but n o n e of cultu r e supe rn at nts ofthe r e
-
m aining inte stinal bacte ria did. T he ap plic atio n of cultu r e s upe r n at
a nt of S･ fbe c alis to the
cultu re m edia
,
ho w ev e r
,
Se e m ed to inhibit the gro wthof C. dた伊Cile･ T hese r e s ults s ugge st that
theto xin pr odu ctio n of C. d抑 cile w a sa ugm e nted bydialyz able fa cto r sof lo w m ole c ula r w eight
which might bege n e rated o nlyin the c ultu re m edia with S･ Jbe c alis･
